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論文内容要旨
 海馬歯状回では生涯にわたりニューロンの新生が続いている。新生細胞が機能的なニューロン
 に分化するまで約1ケ月を要するが(Cameronら,1993),生きた動物を用いた従来の研究法
 では,新生したニューロンの動態の追跡や,局所的な実験操作に限界がある。我々は,in}伽0
 の細胞構築を維持したまま培養できるスライス培養法に着目し,海馬スライス標本内で自発的に
 ニューロン新生が起こっていることを世界で最初に実証した。
 生後7日令のラットから350μmの厚さで海馬スライスを調整し,メンブレン法により気一液
 界面で培養した。スライス調整時の機械的損傷で最初の!週間は細胞の変性が起きている。その
 後の1週間はシナプス形成が頻繁であることが知られている。実験操作は主にスライスの状態が
 安定した培養14日〔14DIV)以降に行った。14DIVにDNA合成期のマーカーであるブロモデ
 オキシウリジン(BrdU,10μM)を取り込ませ,さらに4週間培養し,固定した。BrdUは抗
 体を用いて検出し,細胞種特異的なマーカーとの二重染色により,細胞種を同定した。標本は固
 定前に亜鉛感受性色素(TSQ)を用いて顆粒細胞の軸索である苔状線維の走行を確認し,CA3
 錐体細胞層に明瞭に投射している標本のみを使用した。
 14DIVと42DIVの培養標本は外観から区別できず,どちらもアンモン角錐体細胞層と歯状
 回顆粒細胞層からなるinレハ・oによく似た海馬のニューロン層を維持していた。成熟したニュー
 ロンのマーカーであるNeuNを用いた免疫染色によって,すべての標本で,CA1,CA3,DG
 領域が明瞭に同定できた。しかし,TSQによる苔状線維の染色ではCA3錐体細胞層に投射する
 標本は14D工Vで40%,42DIVで31.5%にとどまった。
 培養標本の2次元的細胞構築はほぼ〃7v'voと同じ状態で観察されたが,培養中に標本は薄く
 なり,3次元的細胞構築は再編成される。NeuNとGlialfibrmaryacidicprotein(GFAP,
 アストロサイトと放射状ダリアのマーカー)で二重染色し,共焦点顕微鏡で観察した結果,顆粒
 細胞層はスライスの中間に位置し,その上をGFAP陽性線維が覆っていることが判った。
 BrdU標識した標本を4週間後固定し,NeuNとGFAPと共に三重染色したところ,BrdU陽
 性細胞は表層に位置し,GFAPが検出される領域からNeuNが検出される領域にかけて存在し
 ていた。BrdU陽性細胞の一部はNeuNと共染されており(65.7%),また一部の細胞はGFAP
 と共染されていた(15.9%)。
 以上の結果から,生後の動物から調整した培養スライス標本の中で自発的にニューロン新生が
 起こっていることが明らかになった。
 この結果を補足するために,分裂細胞に感染率が高いレトロウイルスをベクターに用いて,分
 裂細胞に緑色蛍光タンパク(EGFP)を発現させた。14DIVの顆粒細胞層にガラス微小管を介
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 して陽圧でウィルスを注入した。感染した細胞はEGFPを発現し,増殖や形態変化を蛍光顕微
 鏡下で経時的に観察することができた。感染1週後から4週後にかけてEGFP発現細胞は増殖
 していた。感染から4週間後,固定し,NeuNで免疫染色し,顆粒細胞層のEGFP発現細胞が
 成熟ニューロンに分化したことを確認した。この細胞は樹状突起様の線維と軸索様の線維を併せ
 持ち,成熟ニューロンの形態を示した。さらに,EGFP発現細胞の表現型を調べたところ,
 Nestin(神経幹細胞のマーカー)が27.1%,Tuj1(幼弱ニューロンのマーカー)が24.5%,
 NeuNが25.3%,GFAPが32.0%だった。この値はinvivoの結果(vanPraagら,2002)に
 匹敵した。よって,本標本内でニューロン新生が持続していることを示すと共に,有効性をも確
 立した。
 以一ヒの結果から,われわれの確立した標本がニューロン新生の新たな実験系として有効性を示
 した。
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 審査結果の要旨
 成体海馬におけるニューロン新生は,神経科学の主要なトピックスであり,学習・記憶の機能
 との関連,脳の損傷修復への応用の期待により,世界中で活発に研究の進められている競争の激
 しい領域である。また,脳のスライス培養は,ニューロン間の結合を保存した状態でニューロン
 の形態・機能を長期間観察できるとともに,環境を人工的に制御できる利点があり,脳研究の主
 要な手法になっている。本論文は,海馬のスライス培養系に成体で認められるニューロン新生の
 現象が再現される可能性を検討したものである。本論文においては,スライス培養歯状回の3次
 元細胞構築を世界に先駆けて解析し,ニューロンやダリアの位置関係や軸索投射が長期間安定に
 維持されていることを確認している。そして,原理の異なる2つの手法,BrdU法とレトロウイ
 ルスベクターによるEGFP遺伝子導入法により,新生細胞を標識した。新生細胞の表現型をマー
 カータンパク質の免疫組織化学により同定した。この結果,標識4週間後のスライス培養歯状回
 顆粒細胞層において,ニューロン様の形態を有し,成熟ニューロンのマーカーのNeuNで標識
 される新生細胞が存在することを見出している。電気生理学的な測定がなされていないが,新生
 ニューロンの同定として,世界的に標準以上のレベルをクリアしている。また,EGFPを発現
 している新生細胞には,ニューロン以外の表現形を示すものも存在し,未分化な細胞に特異的な
 表現形を示すものも含まれていることから,自発的なニューロン新生が培養期間にわたり持続的
 に存在していることを示唆する興味ある知見を提出している。
 本論文は,スライス培養系においても生体に認められるものと同様のニューロン新生が存在し
 ていることを裏付ける知見を世界に先駆けて提出していると認められるものであり,博士の学位
 に値するものである。本論文で導入された新しい実験システムは,ニューロン新生に関する分子
 的,生理的基礎研究ならびに応用研究に,今後広く用いられる可能性を内包している。論文申請
 者は,すでに高い技術レベルを有していることは疑いないが,この実験システムを用いてどのよ
 うに自分の研究を発展させていくかを,さまざまな研究者とのディスカッションを通じて具体的
 に立案し,実行していくことにより,研究者として大成することが期待される。
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